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論 文 内 容 要 旨
緒言
フ ラボノイ ドは、二つの フェニル基 が ピラン環 あ るいはそれに近い構造の三つの炭
素原子 を介 して結合 している物質群の総称であ る 〈Fig.1)。通常 、A環 の5,7位お よ
びB環の3',4'位にヒ ドロキシル基 を持 つ こ とか らポ リフェノール類 に分類 され る。 フ
ラボノイ ドは植物界 に広 く分布 し、果物、穀類 、豆類、野菜、香辛料 な どに豊富 に含
まれ、現在約3000種の存在が知 られてい る。 ヒ トは、 フラボノイ ドを植物 や植物 由来
の食べ物 あ るいは食品色素成分 と して一 日に数百 ミリグ ラムを食 している。
近年、 このフラボノイ ドには抗酸 化や抗腫瘍 お よび抗 炎症 な どの生理効果が知 られ
る ように り、 日本人の高齢 化 に伴 う健 暎志 向の増大 とも相 まって、食品微:量成分 と し
ての フラボノイ ドの生理機 能 に注 目が寄 せ られる ようになった。私達 もフラボ ノイ ド
の研究 に取 り組む にあた り、緑茶 の フラボ ノイ ド(カ テキ ン)が ラッ ト大腸 発癌 に伴
う大腸粘膜細 胞の リン脂質 の過酸化 とDNAの酸化損傷 を効果的 に防 ぎ、粘膜細胞 の癌
化変性 を著 しく抑制す るこ とを認 めた(Fig.2;参考論文2,3,5>。この知見 は、大腸発
癌過程 に膜 リン脂 質過酸化が本質的 に関与 してい ること、 また粘膜脂質 に対す るフ ラ
ボ ノイ ドの抗 酸化効 果が癌抑制 に寄与 したこ とを定量 的 に示 した初 めての研究で あっ
た 。 しか し、食 品か ら摂取 された フラボノイ ドが、 ヒ トをは じめ とす る動物 の体 内で
実際 にどの様 に消化吸収 され、 どの程度 の量が血液そ して末梢 の組織細胞 にまで移 行
で きるかの知見 はあま り得 られていず、 これが フラボ ノイ ドの生理効果の発現機構 を
考察す るうえで大 きな障害 とな った。す なわち、食品成分 と して摂取 された フラボノ
イ ドの組織細胞 レベ ルの生理機能 を把握す るため には、個 々の フラボノイ ドについ て
吸収後 における代謝 ・蓄積 ・排泄 な どを含めた包括 的な状態 を想定 し理解す るこ とが
重 要 と考 えられた。




peo豆idiロ・3拶uc。sid◎PEO・G)、糖 が脱離 したアン トシアニ ジン(delphinidin,DEL;
cyanidln,CYA)などについて(Fig1)、は じめ に高感 度分析 法の開発 を行 い、つ いで
ヒ トや ラ ットにお ける体内動態 と抗 酸化 効果の実験 を行 った。
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第1章 フラボノイ ドの高感度分析のための化学発光検出・高速液体クロマ トグラフ(
CL・HPLC)法の開発
1.1)Trautz-Schorigin反応 に よるフラボノイ ドの化学発光
フラボノイ ドな どのポ リフェノー ル類は、アル デヒ ドと過酸化水素 と反応 し強い化
学発光 を示 す ことが知 られている(Trau⑫Schorigin反応)。 そ こで、 この発 光反応 を
HPLCのポス トカラム検出部 に組 み込めば、既存 の分析 法 とは全 く異な った特異 的で高
感 度な新た なフラボノイ ドの分析 法が開発 で きる と考 えた。 このため、 は じめに フラ
ボノイ ドの化 学発光特性 について分析 を行 った。
フラボ ノイ ドと して カテキ ン 〈E㏄g)を用 い、アセ トァルデ ヒ ドを含 むリ ン酸緩衝
液 と過酸化 水素水 に加 える とE㏄gの量 に比例 した強い化 学発光 が観 測 された。Trautz-
Schorigi訟反応 の発光メカニズ ムは不 明で あったが、 この フラボノイ ドの発光反応 は、
(1)フラボノイ ドが過酸化水素 に より酸化 され酸化型 フラボノイ ド中間体が生成す
る、(2)こ の中間体 がアセ トアルデヒ ドに より励起 される、(3)励 起分 子が基底状
態 に遷移す る際 の遷移 エネル ギーに よる発光が観測 され る と考察 した(Fig.3)。
1.2)CL・HPLC法によるEGCgの高感度分析




なる。種々の分析条件を検討 した結果、Fi騒4に示 した分析条件がE㏄gをは じめとす
るフラボノイ ドを定量的に検出するための至適な分析条件であり、標品E㏄gを分析す
るとFlg.5に示 したクロマ トグラムが得 られた。 なお、アセ トアルデヒ ド溶液に発光
反応の触媒 として種々のペルオキシダーゼを添加すると、E㏄9の発光強度(ピ}ク 面
積)が 添加量に応 じて顕著に増大することが新たにわかった。そこで、フラボノイ ド







1.3)フ ラボ ノイ ドの化学 発光スペ ク トル分析
E㏄9分析用 に開発 したCL・HPLC法で他の フラボ ノイ ドの分析 も行 えるのかを知るた
め に、カテキ ン、テア フラ ビン、 アン トシアニンの化学発光 の分析 を行 った。また、
フラボノイ ドの発光スペ ク トルを解析 し、各 フラボノイ ドの構造 に特徴的 な発光波長
が見 出せ れば、 フラボノイ ドの定量 が より容易 になると考 え化学発光スペ ク トルの解
析 も行 った。
その結果、試験 した全ての フラボノイ ドか ら化学発 光が観 測 された(Fig.7)。この
時、 フラボノイ ドの化 学発 光強度 はB環のヒ ドロキシル基の数が増 えるつ れて増加 し
た(Table1)。また、 フラボ ノイ ドの化学発光スペ ク トルはその化学構造 に依存 し、
カテキ ン類で630n皿、テアフラビン類 で690nm、ア ン トシアニ ン類で675nmの特
徴 的な極大発光波長(E皿ax)のあるこ とを新た.に見 いだ した(Fig.8;Table1)。こ
の発光 スペ ク トルの違 いは、フラボノイ ド骨格の ピラン環(C環)の 酸化 度の差 に由
来す る と考 え られた 。
この よ うに、試験 した全 ての フラボノイ ドか ら化 学発光が観測 された ものの、テア
フラビンやア ン トシアニ ン類の化 学発光 スペ ク トルは カテ キン類 に くらべ 高波長側 に
シフ トしていた。 ところで、CL・HPLCに用 い られてい る化 学発光検 出器(CL)に は、
通常300～650mnの波長 を持つ光 を検 出で きるph。to蝋1tiplierが装備 されているが(
Fig.4)、テア フラビンやア ン トシアニンの示 した化学発光 スペク トルはこの測定領域
よ りも高波長側 であ った。そこで、新 た に400～800n皿の波長 を検出で きる
photonlultiplierを使用す るこ とで、CL・HPLCにてテア フラ ビンやアン トシアニンの特異
的かつ高感度 な分析 が可 能 となった。
第2章 ヒトや ラットにおけるフラボノイ ドの吸収 と代謝
第1章の結果か ら、CL・HPLCによりフラボノイ ドの高感度分析が行えることが明ら
かとなった。そこで、ラットの実験、そ してヒトでのボランティア実験ののち、生体














れ広 く体内に分霜すると考 えられた。一方、ラットにカテキン(E㏄9)を経 ロ投与す
ると、EGCgは消化管粘膜 に最 も多 く分布 して、ついで肝臓と血液から検出され、微量:




の一部は消化管から吸収 され、門脈血を経て肝臓 に運ばれる。そこで一部は抱合 さ





2.2)テ ア フラビン(TF-DG)の吸収 と代謝
紅茶の テア フラビン(TF-DG)をラ ッ'トに与 え、その血漿 の抽 出物 をCレHPLCで分
析 したが、TFつGや その抱合体 の存在 は認め られなか った。す なわち、テ ア フラビン
は カテ キンに くらべ て動物体 内には吸収 されに くい と考え られた。 これ はテアフ ラビ
ンの比較的大 きな分子量(TF・DGはEGCgの約2倍 の分子量)が 吸収 に影響 しているた
め と思 われた 。
2.3)ヒ トや ラッ トにお け るア ン トシアニ ン(CYA・G)の吸収 と代謝
は じめに、CL-HPLCで生 体試料 申の アン トシ ァニ ンの分析 がで きるこ とを確 認 し
た。 しか し、 ア ン トシアニンは紫外部(UV)に 強い吸収 を持 ちUV・HPLCでの測定 も
可能で あった ため、分析 は全 てUV・HPLCで行った。
飲水 に溶か したア ン トシアニ ン(CYA・G)を健 常人 に飲 んで もらった ところ、血漿
へ のCYA・Gの吸収移行 が確 認 された(Fig13)。ところが、その血中濃度 は低 く、 カ
テキ ン(E㏄g)の 約二十分 の一 以下であ った(Table2)。ところで従 来、配糖 体の
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型の フラボノイ ドは消化管内で水 解 されてアグ リコンと して吸収 されると予想 され て
きた 。 しか し、摂取 されたCYA・Gは比較 的速や かに 胃や小腸上部か らその ままの配糖
体の型で吸収 され、血中 には配糖体 のままで存在 し、従来言 われて きた糖が はず れた
アグ リコンであるア ン トシァニジ ン(CYA)と しては存在 しないことが本研究 では じ
めてわかった。これは、ア ン トシアニンの グリコシ ド結合が腸 内細菌 のグ リコシダー
ゼ活性の影響 を受けない ことを示 し、その理 由 と してはアン トシアニ ンの特異 なイオ
ン性 の化学構造が考 え られた。一方、 ラッ トにCYA-Gを与え ると、 ヒ トと同様 に迎 中
か らは配糖体 のみが検 出されたが、その肝臓 にはア ン トシアニン代謝物 と考 え られ る
従 来未知 の2種類の ピーク成分(PeakX1&X2;Fig.14)が新たに見 出された。 これ
らの アン トシアニ ン代 謝物 は、肝臓 か らはCYA・Gより約20倍も多 く検 出 され、血漿 か
らは殆 ど検 出され なか った。代謝物 は共 に、・CYA・Gと類似 の紫外部吸収スペク トル を
示 したことか ら、CYA・GのB環の3'位の一〇H基が メチル化 されたペオニジ ン・3・グル コシ
ド(PEO・G;Fig.1)もしくは4'位の・OH基が メチ ル化 された もの と推定 した。薗述 した
ヒ ト血 中へのア ン トシアニ ン(CYA・G)の移行 量が低か った理由 として、肝臓 でのメ
チル化 に よる代謝蓄積 が原 因 と思 われた。
第3章 ヒトにおける緑茶カテキンの生体内抗酸化効果






健常男性18名に、緑茶2杯分 の254mgのカテキ ン(E㏄g82mgを含む)を 与 える
と、カテキン摂取60分後の血漿 で は摂取前 に比べE㏄g量 の著 しい増加が認め られた
(摂取前;く0.002nm。1/皿L,投与後;0.3nmo1/mL)(Fig.15)。このE㏄gの 濃度 は一
般健常者 の血漿 の還元型 グルタチ オンや β・カ ロテ ンの濃 度 にほぼ匹敵 し、 α・トコ
フェロールの六 十分 の一、 アス コルビン酸 の百七十分の一 に相当 した。 ところで 、健
常者 の血漿 の主要 な過酸化脂質で あるホス ファチジル コリンヒ ドロペ ルオキシ ド(
PCOOH)量は0.03-0.25nmo1/阻Lの範 囲にあるので、量的 には緑茶 カテキンを摂取す
















ドを分析 した報告例がある。UV検出器では、フラボノイ ドの分析 には通常280nmの
吸収波長を用いて測定が行われる。しかし実際にUV-HPLCにて分析 を行 うと、この吸
















の しやすさは、EGCgが他のフラボノイ ドとくらべ比較的に分子量が小 さく、さほど極
性が高 くはな く、非イオン性分子であるため消化管から取 り込まれ易いと推察 され
た。また、カテキンはアン トシアニンにくらべ初回通過効果が小 さい(全 身循環系 に
入る前 に腸や肝で代謝される割合が低い)こ とも大きな要因と思われた。EGCgは消化
管から吸収 された後、門脈愈を経て肝臓 に運ばれ、そこで一部が抱合され、血流 と末
梢組織に移行する。そ して排泄経路 としては、肝臓から分泌される胆汁液に含まれた
形での十二指腸への排泄と、血流中から腎臓 を経て尿中への排泄が考えられた(Fig.
16)。この ようにカテキンはヒ ト体内への吸収量が他のフラボノイドと比較 して多い
ことがわか り、このため高い生理効果が期待 されたが、実際にヒ トが緑茶カテキンを
摂取すると血漿の過酸化脂質が低下す ることが明らか となった。
以上の結果か ら、個々のフラボノイ ドについて動物体内における体内動態は異なる
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論 文 審 査 結 果 要 旨
食品成分 として果物や野菜などに多 く含まれているフラボノイ ド(化学構造的にはフェニルクロモン
類)の健康機能が注目されている。しか し,食品から摂ったフラボノイドのヒトをは じめとする動物の
体内での吸収動態については不明の点が多 く,この点の解明はその生理活性を考察するうえで特に重要











もに糞中に排泄 されるが,ご く一部が消化管から吸収 され,その一部は粘膜上皮細胞により抱合反応を








化され,こ のメチル化体が肝臓 に蓄積 しやすいためであると推定 した。
以上の様に,本研究は食品由来の微量成分であるフラボノイドの腸間吸収と代謝,分 布について,食
品の生体調節機能を理解する上で重要な知見を得ており,今後の研究の発展が大いに期待できる。従っ
て,審査員一同は,本論文の著者に対 して,博:士(農学)の 学位 を授与するに値するものと判定した。
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